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«МНОГОСЛОЙНЫЙ» МЕТОД КУЛЬТИВИРОВАНИЯ 
ВИРУСА ГЕРПЕСА ИНДЕЕК 


Введение 

Технология изготовления вакцин про- 
тив болезни Марека (БМ) [2, 5, 8] основа- 
на на культивировании вируса в клеточном 
монослое. С этой целью используют пер- 
вично трипсинизированную культуру кле- 
ток куриных фибробластов (КФ) СПФ-эм- 
брионов кур [1,3, 6], которую выращивают 
на плоскостенных матрасах или роллер- 
ных сосудах различных емкостей. 

В связи с тем, что вирус болезни Маре- 
ка является клеточно-ассоциированным, 
основная задача технологов состоит в по- 
лучении наибольшего количества вирус- 
содержащих клеток. При этом важно под- 
черкнуть, что распространение возбудите- 
ля в живых тканях в основном происходит 
путем перемещения его через мембраны 


контактирующих клеток [1,4,7]. 

Целью настоящей работы являлось ис- 
следование возможности культивирова- 
ния вируса в клеточном полислое («много- 
слойный» метод), что в результате может 
существенно повысить эффективность 
технологии изготовления вакцины. 

Материалы и методы 

Вирусный материал. В работе исполь- 
зовали штамм «Владимир» вируса герпеса 
индеек (ВГИ) с инфекционной активнос- 
тью 1,2х10° ФОЕ/смз. 

Культура клеток. Для культивирования 
вируса и определения его инфекционной 
активности использовали первично трип- 
синизированную культуру клеток КФ, ко- 
торую получали из 11-дневных эмбрионов 
СПФ-кур (фирма «Ну-Уас», США). Трип- 
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синизацию эмбрионов проводили соот- 
ветственно установленному промышлен- 
ному регламенту. Посевная концентрация 
клеток составляла в среднем 1,6х108 кл/смз. 
Культуру клеток КФ выращивали в тече- 
ние 24-72 часов при температуре 38,5+1° С. 

Сосуды и аппараты. Культивирование 
первичных клеток КФ и вируса проводи- 
ли на внутренней поверхности роллерных 
бутылей емкостью 3 дм? (сосуды помеща- 
ли на вращательный аппарат со скоростью 
вращения 8-12 об/мин) и во флаконах ем- 
костью 50 смз фирмы «Соз$аг». Выращи- 
вание монослоя во флаконах проводили в 
стационарных условиях. 

Питательные среды и растворы. В эк- 
спериментах использовали следующие пи- 
тательные растворы: среда Марека (смесь 
равных частей среды 199, среды Игла и гид- 
ролизата лактальбумина на солевом рас- 
творе Хенкса); 0,25% раствор трипсина и 
солевой раствор Хенкса. В ростовую среду 
Марека добавляли 10% сыворотки круп- 
ного рогатого скота, а в поддерживающую 
среду - 2-5%. Величина рН ростовой и под- 
держивающей сред составляла 6,9-72. 

Культивирование вируса. Культивиро- 
вание вируса проводили на монослое кле- 
ток КФ втечение 48-72 часов при 38,5+1° С. 
Множественность заражения составляла 
около 4х103 ФОЕ/смз. Состояние инфици- 
рованного монослоя клеток и цитопати- 
ческое действие (ЦПД) вируса наблюда- 
ли под оптическим микроскопом. При рас- 
пространении ЦПД на 70% площади моно- 
слоя вируссодержащие клетки подвергали 
дезагрегации раствором трипсина, суспен- 
дировали, фильтровали и освобождали от 
трипсинсодержащей среды центрифугиро- 
ванием. Далее клетки ресуспендировали в 
питательной среде с добавлением 10% сы- 
воротки крупного рогатого скота 

Определение концентрации жизнеспо- 
собных клеток. Клетки подсчитывали в 
камере Горяева, для чего 1,0 см3 тщатель- 
но перемешанной суспензии вакцины раз- 
водили питательной средой или физиоло- 
гическим раствором в 10 раз ик 1,0 смзкле- 
точной взвеси добавляли равный объем 
0,2%-го раствора трипановой сини. Под- 
считывали только клетки, имеющие ядро 
и неповрежденную цитоплазму. Процент 
жизнеспособных клеток определяли по 
формуле: 

Рив [М охл Мы кл. Мол х100 (%), 
где: Р„„„ - процент жизнеспособных кле- 
ток; Мк. - общее число клеток; Мики. — 
число мертвых клеток. 

Определение инфекционной активнос- 


ти вируса. Инфекционную активность ви- 
руса оценивали количеством фокусообра- 
зующих единиц (ФОЕ) на монослое кле- 
ток КФ по Каверину Н.В. (1961) во флако- 
нах. Использовали метод последователь- 
ных разведений. Величину титра вируса 
определяли по формуле: 
Т = ((К,+К,-...+К)Ах1 У, 

где: Т — титр вируса, выраженный в ФОЕ/ 
смз; К,, К....., К, - количество бляшек во 
флаконе; п - количество флаконов для 
подсчета; У — объем суспензии вируса, вне- 
сенный во флакон, смз; а — показатель сте- 
пени разведения вируса. 

Статистическая обработка результа- 
тов. Вычисляли средние величины инфек- 
ционных титров вируса (Х) и средние оцен- 
ки контраста значений титров в опыте (х,) 
и контроле (х,) при параллельном сравне- 
нии (А=х!-хо), а также их стандартные от- 
клонения (т, и т)). Существенность оцен- 
ки Д определяли проверкой выполнимости 
неравенства, имеющего вид: 

(АЛт,) 26, 
где {, - табличное значение коэффициен- 
та Стьюдента, для избранного уровня зна- 
чимости (р) и данного числа степеней сво- 
боды (у=п-1). 
Результаты и обсуждение 

Для данных исследований использо- 
вали роллерные сосуды с полным монос- 
лоем клеток КФ. Однослойную культуру 
клеток КФ нарабатывали согласно обще- 
принятых методик получения первичных 
клеточных культур, утвержденных в ФГУ 
«ВНИИЗЖ». 

Для опыта были сформированы 3 груп- 
пы (по 9 штук) роллерных сосудов с монос- 
лоем КФ. Две группы, Ги П, являлись опыт- 
ными, и третья была контрольной (К). 
При замене ростовой среды в группах Ги 
П в состав поддерживающей среды вклю- 
чали вирус (в концентрации 4х103 ФОЕ/ 
см?) и суспензию первично-трипсинизи- 
рованных клеток в концентрациях 0,6-0,1 
и 1,2+0,1 млн кл/см? для групп Ги П соот- 
ветственно. В контрольной группе в состав 
поддерживающей среды включали толь- 
ко вирус в указанной концентрации. Еже- 
дневно проводили осмотр сосудов под мик- 
роскопом и оценивали качество монослоя. 
Уже через 24 часа произошло максималь- 
ное прикрепление дополнительно внесен- 
ных клеток КФ (формирование полислоя), 
при этом число неприкрепившихся клеток 
было минимальным. 

Через 48 часов после заражения во всех 
группах наблюдали цитопатическое дейс- 
твие вируса, распространенное не менее чем 
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Таблица 1 


Условия культивирования вируса герпеса индеек и соответствующие 
оценки конечной концентрации вируссодержащих клеток 


Условия культивирования вируса 


Количество дополнительно внесенных 


Конечная концентрация 


Группы клеток при заражении (млн кл/см3) Бы. 
т 0,6-0,1 13,6 
П 1,2 0,1 1 
< Не вносили 9,8 
Таблица 2 
Результаты определения инфекционной активности вируссодержащих 
клеточных суспензий и их статистический анализ 
о | Пр неика контраст 
пар флаконов Группа 1 (Х,) | Группа П (Х,) | Группа К (Х,) Д=Х,-Ху Д=Х,-Ху 
1 1,68 2,48 2,20 -0,52 0,28 
2 2,28 2,44 1,30 0,98 1,14 
3 1,82 3,08 1,50 0,32. 1,58 
4 2,04 3,14 1,38 0,66 1,76 
5 2,00 2,94 1,20 0,80 1,74 
6 1,72 3,36 1,30 0,42 2,06 
7 2,30 2,60 1,50 0,80 1,10 
8 2,44 3,18 1,56 0,88 1,62 
9 1,86 2,68 1,40 0,46 1,28 
10 2,12 2,18 1,72 0,40 0,46 
м 2,026+0,082 | 2,808+0,122 1,506-0,09 0,52+0,136 1,302-0,182 


на 70% площади монослоя. Инфицирован- 
ные вирусом клетки, соответственно обра- 
зованных групп, после дезагрегации с рол- 
леров были ресуспендированы в 100 см? пи- 
тательной среды с добавлением 10% сыво- 
ротки крупного рогатого скота. В опытных 
и контрольной группах определяли концен- 
трацию жизнеспособных клеток. Получен- 
ные данные, соответственно образованным 
группам, представлены в табл. 1. 

Данные табл. 1 показывают, что со- 
ответственно количеству дополнительно 
внесенных клеток при заражении, проис- 
ходило возрастание концентрации жизне- 
способных клеток, полученных при сбо- 
ре вируссодержащей клеточной суспен- 
зии. Установили, что при дополнительном 
внесении 0,6+0,1 млн кл/см? в группе [ кон- 
центрация возрастала до 13,6 млн кл/смз, а 
при внесении 1,2 +01 млн кл/см? в группе П 
концентрация составила 171 млн кл/см3. 

Для всех испытуемых групп процент 
живых клеток был не ниже 92,0+2,0%. При 
окрашивании клетки имели четкие конту- 
ры с ярко выраженными границами. 

Таким образом, при использовании 
предлагаемого метода культивирования 
вируса была подтверждена возможность 


получения более концентрированной ви- 
руссодержащей суспензии с наименьшими 
материальными затратами, что позволяет 
снизить себестоимость вакцинной продук- 
ции при крупномасштабном производстве. 

На втором этапе работы во всех груп- 
пах определяли инфекционный титр виру- 
са в полученном клеточном вируссодержа- 
щем материале. Применяли метод после- 
довательных разведений. Для оценки тит- 
ра вируса было выбрано наименьшее раз- 
ведение материала, при котором наблюда- 
емое число ФОЕ было максимальным, но 
взаимного перекрывания зон цитопатичес- 
кого эффекта на монослое не происходи- 
ло. Подсчет ФОЕ проводили в разведении 
10-, с последующим приведением значения 
титра к объему в 1 смз. 

Флаконы с однослойной культурой в 
опытной и контрольной группах были в 
равном числе одинаково пронумерованы 
(параллельные пары). Оценивали сред- 
ние значения групповых титров и опреде- 
ляли разность титров в парных флаконах 
по отношению к контролю (контраст). Да- 
лее оценивали достоверность средних зна- 
чений контраста. Полученные результаты 
представлены в табл. 2. 
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Из данных, представленных в табл. 2, 
следует, что инфекционная активность ви- 
руса клеточной суспензии в опытных груп- 
пах превосходила соответствующие по- 
казатели контроля. Средние значения ин- 
фекционных титров в группе 1 (2,026-0,082 
х105 ФОЕ/см?) и в группе П (2.808-+0,122х105 
ФОЕ/см?) были выше контрольного пока- 
зателя (1,506+0,09х10° ФОЕ/смз). 

Средние величины контраста титров по 
отношению к контролю имели высокую 
значимость для обеих групп. Соответству- 
ющие статистические неравенства имели 
следующий вид: {=3,821>1,-0о5=3,69 (груп- 
па Пи: 1 =7162> 1,-и=4,78 (группа П). По- 
лученные данные позволяют считать, что в 
опытных группах во время заражения про- 
исходило инфицирование как сформиро- 
вавшегося монослоя клеток, так и допол- 
нительно внесенных клеток КФ, которые в 
последующем образовали полислой. 

По результатам проведенных иссле- 
дований установлено, что предлагаемый 
метод культивирования вируса болезни 
Марека оказался более совершенным по 
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сравнению с используемой технологией в 
настоящее время. Это преимущество поз- 
волит существенно снизить затраты техно- 
логического процесса и повысить интен- 
сивность производства вакцины против бо- 
лезни Марека. 

Выводы 

1. При использовании «многослойного» 
метода культивирования конечная концен- 
трация вируссодержащих клеток увеличи- 
лась по отношению к контролю (9,8х106 
кл/смз) до 13,6 и 171 млн кл/смз, соответс- 
твенно. 

2. Инфекционная активность вируса, 
полученного модифицированным мето- 
дом, возросла по отношению к контроль- 
ному показателю (1,506-0,09х10° ФОЕ/см?) 
до 2,026-0,082 (группа Г) и 2,808-0,122х10° 
(группа П) ФОЕ/смз. 

3. Предлагаемый способ «многослой- 
ного» культивирования клеток и вируса 
может быть использован для повышения 
эффективности производства при изготов- 
лении моновалентной вакцины из штамма 
«Владимир» ВГИ. 


В данной работе изучали возможность получения наибольшего количества вируссодержащих кле- 
ток инфицированных вирусом герпеса индеек штамма «Владимир», используя метод «многослойно- 
го» культивирования на роллерных сосудах. Установили, что, при заражении монослоя клеток ку- 
риных фибробластов (КФ), в результате внесения в инфицирующую поддерживающую среду све- 
жетрипсинизированных клеток в концентрациях 0,6 (группа Г) и 1,2 млн кл/смз (группа П), конеч- 
ная концентрация вируссодержащих клеток увеличилась по отношению к контролю (9,8 млн кл/ 
смз) до 13,6 и 17/1 млн кл/см3, соответственно. При этом инфекционная активность вируса возрос- 
ла по отношению к контрольному показателю (1,506+0,09х105 ФОЕ/см?) до 2,026+0,082 (группа и 
2,808=0,122х105 (группа П) ФОЕ/см:. Таким образом, предлагаемый метод «многослойного» культи- 
вирования позволяет усовершенствовать технологию изготовления жидких вирусвакцин против бо- 
лезни Марека. 


5ЗОММАКУ 

ш #5 рарег Ше роз5ЬЙйу оЁ обаттз Ше тахипит пишБег оЁ уйи5-сошаните се|$ и!есе4 Бу Фе ви- 
Кеу Вегре$ уши$ оЁ тат «Уаайпи» ууаб Фед изшо Фе ше®о4 оЁ «ти Шауег» сшШбуабоп т гоПег Бо1- 
Че. { уаз деегттей Ша аНег адашо оЁ йезШу-6гурзйитеа се5 {0 Ше п!есйуе тайцепапсе шедпит 
а{ бе сопсепгабоп 0 0,6 (этопр Г) апа 1,2 пп се|5/стз (этопр П), Ве йпа! сопсепгаНоп оЁ уши5-соп- 
фашшо сеП5 шсгеазе а5 сотрагей у Фе сопго! (9,8 пи се5/стз) пр №0 13,6 апа 171 пп се$/стз, 
гезресйуеу. Еигегтоге, Фе нЕесНои$ асйуНу оЁ Ше ушгиз шсгеазе4 аз сошрагей уу Фе сопёго] уаше 
(1,506+0,09х105 ЕЕО/стз) пр Фо 2,026+0,082 (этоир Г) апа 2,808+0,122х105 (эгоир П) ЕЕО/спз. Тви$, пе 
4еу@орей ше#о4 о{ «шиНЙауег» сшШйуаНоп епаЫе$ 10 Нпргоуе Фе ргодисйоп 1есвпо!озу оЁ Наша уши$ 
уасстез арай${ Магек’”5 415еабе. 
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